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連の ex vivo での包括的なゲノムワイド RNAi スクリーニングをさらに進めた. Toll 受容
体直下のシグナル伝達因子複合体：Myddosome の構成因子であるショウジョウバエ


























ヒトにおいて広く保存されている Toll 様受容体（TLR：Toll like receptor）-MyD88 依存
性経路である（5，6，7）．ショウジョウバエにおいては，細菌由来のリガンドが，血リン
パにおいてペプチドグリカン認識タンパク（PGRP）-SA/ GNBP1 複合体又は GNBP3
により認識され，次にセリンプロテアーゼカスケードが活性化される．その結果，
Spätzle（Spz）の活性化型である Toll 受容体のリガンドが生成される（8，9）．活性化さ
れた Toll 受容体によりショウジョウバエの MyD88（Drosophila Myd88：dMyd88），Tube
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（哺乳類の IRAK４と相同性が高いがキナーゼ活性を有していない），プロテインキナ
ーゼ Pelle（哺乳類の IRAK１と相同）を含む Myddosome と呼ばれるアダプタータンパ
ク質複合体が動員される．細胞膜上での Myddosome の形成は，E3 リガーゼである
Sherpa の Lys63 のユビキチン化により維持され（10），未知のメカニズムによりショウ
ジョウバエの IkB の相同体である Cactus にシグナルが伝達される．Cactus が分解さ





告では, Toll 受容体活性化能を持つ幼虫の組織抽出物による刺激（11）， アダプター
分子 dMyd88，IRAK ホモログ Pelle，NF-kB ホモログ Dif の過剰発現，または, 抑制
因子 Cactus のノックダウンにより（10），DL1 細胞を用いた包括的なゲノムワイド RNAi
スクリーニングが行われた. その結果, DL1 細胞では, ショウジョウバエ成虫と同等の
Toll 経路のシグナル伝達カスケードが保持され, かつ厳密に制御されていることが示
された．例えば，dMyd88 の過剰発現により誘導された Drs の発現は，dMyd88，Tube，
Pelle あるいは Dif を標的とした RNAi により抑制され，Pelle の過剰発現により誘導さ
れる Drs の発現は Pelle あるいは Dif を標的とした RNAi により抑制されることが示さ
れた．この DL1 細胞を用いて, Toll 経路の新規シグナル伝達因子を探索した結果，E3
リガーゼである Sherpa が同定された（10）. 加えて, その分子の性質のさらなる解明
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が必要ではあるが，既知 Toll 受容体リガンド Spz とは異なる, 新たな Toll 受容体リガ
ンドの同定が成された（12）． 
このような Toll 経路のシグナル伝達に関する現時点での理解を踏まえて，本研究で
は, 残る IRAK ホモログである Tube を起点とした Myddosome 下流のシグナル伝達経
路について, ex vivo RNAi スクリーニングを行った. これにより，一連の ex vivo の包
括的 RNAi スクリーニングを完了させ，Toll 経路に関わる新規の遺伝子の同定を行い，
その全貌を解明することを目指した. 具体的には, Myddosome の構成因子として
dMyd88とTubeを同時に過剰発現した細胞を用いてRNAiスクリーニングを実施した．




















ために, 成虫の自然免疫応答を指標とした in vivo の実験系を用いることは困難であ
る．一方，Toll 経路が作動するショウジョウバエ由来の適切な培養細胞を用いて，ex 









第１節 ショウジョウバエ Myd88 遺伝子と Tube 遺伝子の共過剰発現によ
り Toll 経路を活性化した細胞を用いたゲノムワイド RNAi スクリー
ニング 
ショウジョウバエの Toll 経路に関わるこれまでに明らかにされていない因子を同定す
るために，共同研究者である狩野博士らは，ex vivo でのゲノムワイド RNAi スクリー
ニングを実施し，その結果を報告している（10，11）．これは，Toll アダプタータンパク
質ショウジョウバエ Myd88（Drosophila Myd88；dMyd88），下流のプロテインキナーゼ
Pelle，NF-kB ホモログ Dif のいずれかを過剰発現させるか，あるいは哺乳類 NF-kB




るために, 残る IRAK ホモログである Tube の過剰発現により Toll 経路を活性化させ
た DL1 細胞を用いて RNAi スクリーニングを実施することを試みた．これまでに，共同
研究者らによる先行研究で，Tube 遺伝子を単独で過剰発現させただけでは Toll 経路
は十分に活性化しないが，dMyd88 と Tube を共発現することによって, Tube を起点と
した Myddosome 下流のシグナル伝達経路を活性化できることがわかってきた（10）. 
そこで本研究においては, Tube と dMyd88 を共過剰発現させた DL1 細胞を用いて
RNAi スクリーニングを実施した．本実験の概念を Fig. 2 に示す．スクリーニングは，
Drosophila RNAi Screening Center（DRSC）から供与された，ショウジョウバエの約








るもう一つの NF-kB 経路である IMD 経路の因子に依存したものではなく，dMyd88 と
Tube の下流における, 細胞内 Toll 経路の主要な構成因子（Dif, Deaf1, lola, u-shaped, 
pannier 等）に依存したものであることが確認できた. このことから，本実験系は, ex 
vivo において Toll シグナリング経路に関わる因子の同定が可能である, 有用なスクリ
ーニング系であると考えられた．ただし，IMD 経路に関わる一部の因子 Relish，ird5 等
の dsRNA によりルシフェラーゼ活性が抑制されることが観察されており，本条件では，







第 2 節 ゲノムワイド RNAi スクリーニングにより同定された候補遺伝子
の機能分類 
本スクリーニングにより得られた 456 の候補遺伝子のリストを Table 1 に示す． 
こ れ ら の 遺 伝 子 を The Database for Annotation, Visualization and Integrated 
Discovery (DAVID) bioinformatics resources 6.8（14, 15）と，その後 National Center 





ゼドメインを含むタンパク，E3 リガーゼ，既知の Toll 経路に関与する因子について
Table 2，Table 3 にリストを示した．シグナル伝達に重要な役割を果たす可能性が高
いプロテインキナーゼあるいはキナーゼドメインを含むタンパクの遺伝子が 21，Toll
経路に関わると考えられる既知の遺伝子が 7 同定された．さらに，今回ユビキチンリ
ガーゼ関連の遺伝子が 6 つ同定されたことは，既に共同研究者らにより Toll 経路の
シグナル伝達に E3 ユビキチンリガーゼ Sherpa が関与することが同定されている（10）
ことに加えて，タンパクのユビキチン化が Toll 経路に深く関与していることを示唆して
いるものと考えられる． 
今回，dMyd88-Tube の共発現による Drs の活性化を指標とした本スクリーニングに
おいては，他のスクリーニング（10）に比べて Pelle に対する依存性が低いことが示さ
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第 3 節 ゲノムワイド RNAi スクリーニングにより同定された候補遺伝子
の RNAi 効果の確認 





最適なアンプリコンの選択に際しては，Harvard Medical School の DRSC/TRiP 
Functional Genomics Resources にて増幅する遺伝子を検索，オフターゲットが少ない
アンプリコンを選択した． 
（クローニングした遺伝子は aur, CDK1，CDK12，mnb Doa，polo, MAPk-Ak2，Pitslre，
hyd，effete，Ubc10） 
遺伝子のクローニングに際して，プライマーには T７プロモーター配列を導入し，DL1
細胞由来の RNA を用いて合成した cDNA を鋳型とし，目的とする遺伝子断片を PCR
にて増幅し，得られた断片を pCMVKa ベクターにクローニングした． 
こうしてクローニングした遺伝子を，プライマーを用いて PCR により増幅した cDNA を
鋳型に，T７ RNA ポリメラーゼにより RNA を合成し，dsRNA を調製し，種々の方法で
Toll 経路を活性化した DL1 細胞を用いて RNAi の効果を確認することを計画した． 
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残念ながら，陽性コントロールとして用いた dsRNA の効果が充分に得られず，クロー




第 4 節 まとめと考察 
ショウジョウバエの Toll 経路においては，Toll 受容体が活性化されると, その細胞内
の TIR ドメイン（Toll/interleukin-1 receptor homology domain）と dMyd88 の TIR ドメイ
ンが相互作用し, 細胞内のシグナル伝達が開始される. 続いて, dMyd88 のデスドメイ
ン（DD：death domain）に Tube の DD が相互作用し，DD を介したシグナル伝達が開
始される. 最終的に, Tube と Pelle がそれぞれの DD 領域を介して集合し，複合体を
形成することで下流にシグナルを伝達することが分かっている（9）． 
今回，共同研究者らによるこれまでのゲノムワイド RNAi スクリーニングに加えて, 上
記に示すように中核的な Myddosome 構成因子である Tube の過剰発現により，Toll
経路を活性化することで，シグナル伝達の下流に関与する因子の同定を試みた．し
かし，Tube 単独の過剰発現では Toll 経路の活性化が十分に起こらなかったことから
（10），dMyd88 と Tube を共に過剰発現させることとした．この Tube 単独の過剰発現
では Toll 経路の活性化が十分に起こらなかった理由としては，Tube の過剰発現だけ
では Pelle へのシグナル伝達に必須な複合体（Myddosome）の形成が不十分であり，
Tube 上流で Myddsome 形成の場を提供する dMyd88 を共過剰発現することが必要
であったとの解釈が妥当であると考える．実際, dMyd88 と Tube を共発現した際, 細
胞膜の細胞質側（inner leaflet）に沿って局在することが示されている（10）. 加えて, 
Tube は哺乳類 IRAK のホモログでありながら, そのキナーゼドメイン相当領域には配
列相同性がなく, 機能未知の領域が存在している. もう一つの IRAK ホモログ Pelle は














一方，興味深いのは本スクリーニングにおいては Pelle の RNAi による Toll 経路活性
化の減弱効果が弱いことであった．このことから Pelle 以外のプロテインキナーゼが
Toll 経路のシグナル伝達に主に関与しているのではないかとの疑問が生じる．また，
dMyd88 と Tube の共過剰発現により Toll 経路を活性化した場合には何らかの理由で
Pelle に対する依存性が弱まっていることも考えられ，ex vivo で Pelle に対する他の
amplicon を用いた RNAi 実験を実施する等，さらなる確認，検討も必要と考えられる． 
また，dMyd88 と Tube を共発現した本スクリーニングにおいては, dMyd88 単独の過剰
発現スクリーニングで同定された Sherpa の RNAi による阻害効果が弱く，ヒットとはな
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らなかった．このことは, Tube より下流のシグナル伝達においては, Sherpa の関与が
相対的に低いこと, あるいは, 異なる E3 リガーゼが関与していることを示唆している. 
実際, これまでの報告により, Tube の単独発現時と比べて, dMyd88 と Tube 共発現時
ではユビキチン化を含む翻訳後修飾が Tube に生じていることが示唆されている（10）. 
本スクリーニングで同定されたプロテインキナーゼや E3 リガーゼが, 上記の dMyd88






第 2 章 
共免疫沈降-質量分析による Toll 経路に関わるシグナル伝達因子の 
同定 
 
ショウジョウバエの Toll シグナルが活性化されると，Toll 受容体の下流にあるシグナ
ル伝達因子である dMyd88，Toll，プロテインキナーゼの Pelle は Myddosome と呼ば
れる複合体を形成する（9）．この Myddosome と共免疫沈降する因子について, 質量
分析を用いたプロテオーム解析に供することにより，Toll シグナル伝達経路の下流に
関与する因子を同定できるのではないかとの仮説に基づき解析を行った． 







第 1 節 Myddosome 複合体の共免疫沈降-質量分析 




略を Fig. 6 に示す．なお，本共免疫沈降実験は共同研究者である狩野博士らにより
実施され，その質量分析は株式会社医学生物学研究所に委託して実施した．結果の
解析は著者を主体として狩野博士を含む共同研究者らの補助のもとに実施した 
DL1 細胞に dMyd88 の C 末端に V5 タグを付加したタンパク発現用ベクターと，同様















この中で，Myddosome 構成因子である, Tube と Pelle が比較的強く検出されたことか
ら, Tube を起点とするシグナル伝達経路とその制御因子が共免疫沈降されていると
期待された. 一方, dMyd88 のペプチド断片は同定に至っていなかった. この原因は, 
dMyd88 の膜結合性によるものと考えられる. これまでの報告により, dMyd88 の C 末
端が細胞膜上のフォスファチジルイノシトール 2 リン酸に対する結合性を持つこと
（17）, また, E3 リガーゼ Sherpa を介した K63 ユビキチン化によって dMyd88 が膜局
在することが示唆されている（10）. 以上の点をまとめると, 今回の共免疫沈降産物の
ショットガン質量分析によって, Myddosome 構成因子のうち, dMyd88 によって動員さ





ショットガン質量分析により同定された 708 のタンパクを The Database for 
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) bioinformatics resources 
6.8 と，その後 National Center for Biotechnology Information (NCBI)にもとづくマニュ
アル編集により機能分類を行った． 
その結果，19 のキナーゼ関連タンパク，15 のリガーゼ関連分子，10 のホスファター












された（Table 6）．これらのリン酸化ペプチドの中で，Tube タンパクの 226 番目と 229
番目の 2 つのアミノ酸部位がリン酸化されたペプチドが同定された（Fig. 8）．これまで
に Tube がリン酸化を受けることが報告されているが（18）, リン酸化部位についての
報告はない．本リン酸化が Toll 経路の活性化に重要な役割を担っている可能性が高





インキナーゼを推測する GPS3.0（Group-based Phosphorylation Scoring, ver 3.0）
（19）を用いたモチーフ解析を行った．この解析の結果を Table 7 に示す．本解析か
ら，今回同定された Tube の 2 つの部位にリン酸化をもたらすキナーゼの候補として







SUMO（small ubiquitin-like modifier）化に焦点を当てた．Table 8 に本解析の結果同
定されたユビキチン化/SUMO 化を受けているペプチドのリストを示す．計 104 のユビ
キチン化/SUMO 化を受けているペプチドが同定されている．これらのペプチドの中
で，polo キナーゼの 455 番目のリジンが修飾されていることが確認された．この修飾
ではリジンのアミノ基にイソペプチド結合で Gln-Thr-Gly-Gly が結合したものが同定
されている（Table 8）．この配列はショウジョウバエの Smt3/SUMO 由来のものであ
り，このリジン残基は SUMO 化されていることが明らかとなった．この 455 番目のリジ
ンはリン酸化ペプチド結合ドメインである polo box ドメイン（PBD；polo box domain）1





dMyd88 と Tube の双方に V5 タグを付加したタンパクを DL1 細胞で共過剰発現をし，


















オーム解析により Myddosome と共免疫沈降するタンパク中に 68 のリン酸化ペプチド
が確認されたが，その中に，Tube の 226 番目のセリンと 229 番目のトレオニンがリン
酸化されたペプチド断片が同定された．Tube のリン酸化が Myddosome によるシグナ
ル伝達に重要な役割を果たす可能性が報告されているが（18）．Toll 経路を活性化し
た DL1 細胞において実際に Toll のリン酸化部位を特定したことは意義深い．共同研
究者らによって先行研究で検出された, dMyd88 共発現時に見られる Tube の翻訳後
修飾の一部は（10）, これらのリン酸化を含んでいるものと考えられる. さらにリン酸化
部位の配列を基に GPS3.0（19）を用いたモチーフ解析を行ったところ，この 2 つのリン
酸化部位はともに polo キナーゼによりリン酸化される可能性があることが他の候補と
ともに示された．polo キナーゼは RNAi スクリーニングならびに共免疫沈降-質量分析




により 104 のユビキチン化/SUMO 化ペプチドが同定されたが，その中に polo キナー
ゼの 455 番目のリジンが SUMO 化されたペプチドが同定された．この 455 番目のリジ
ンはリン酸化ペプチド結合ドメインである PBD1 内に存在する．このことより，本 SUMO
化が N 末端側にあるセリン/トレオニン プロテインキナーゼ活性に深く関わっている
ことが推測される．なお，RNAi スクリーニングで同定されている SUMO E1 酵素 Aos1
 26 
が polo キナーゼの SUMO 化に関与している可能性があるのではないかと考えられ
る． 
本検討の結果同定された Tube のリン酸化，そのリン酸化を polo キナーゼが担って
いる可能性があること，その polo キナーゼのリン酸化ペプチド結合ドメインが SUMO
化されることを一連の流れとして捉えると，Toll 経路の活性化により polo キナーゼが










dMyd88 と Tube を共過剰発現させることにより Toll 経路を活性化した DL1 細胞を用













第１節 ゲノムワイド RNAi スクリーニング結果と共免疫沈降解析結果の
バイオインフォマティクス解析 
dMyd88 と Tube を共過剰発現させることにより Toll 経路を活性化した DL1 細胞を用
いて実施したゲノムワイド RNAi スクリーニングのデータと，同様に dMyd88 と Tube の
共過剰発現で活性化した状態で Myddosome との共免疫沈降-質量分析により得られ
たデータを併せて解析し，X 軸に免疫沈降物中に見出されたタンパクの質量分析に









Cdk12，ユビキチン化/SUMO 化関連遺伝子として lig，hyd，eff 等が注目される．これ
らの遺伝子に関する考察は後述する． 
なお，dMyd88，Tube とともに Myddossome 複合体を形成することが知られている
Pelle（Fig. 10 中に赤色のドットで表示した）は共免疫沈降-質量分析で比較的強い質
量分析におけるシグナル強度で同定された. 一方で，第１章で触れたように RNAi ス
 29 
クリーニングにおいて，Pelle のノックダウンによっても, 50%以上のシグナル伝達能が











プチド画分により刺激して Toll 経路を活性化した DL1 細胞を用いた RNAi スクリーニ
ングで得られた RLA 値（11）を Y 軸にプロットした（Fig. 11 A）．同様に，Fig. 11 B には
dMyd88 の過剰発現により Toll 経路を活性化した DL1 細胞を用いた RNAi スクリーニ
ングで得られた RLA 値（10）を Y 軸に，Fig. 11 C では Pelle の過剰発現により Toll 経
路を活性化した DL1 細胞を用いた RNAi スクリーニングの RLA 値（10）を Y 軸に，Fig. 
11 D では Dif の過剰発現により Toll 経路を活性化した DL1 細胞を用いた RNAi スク
リーニングの RLA 値（10）を Y 軸にプロットした．それぞれのグラフには遺伝子名を表
示した．また，同一遺伝子に複数の dsRNA アンプリコンを使用した場合には複数のド
ットで表示し，直線で繋いで示した． 
この解析から，例えば 14-3-3e と polo は質量分析におけるシグナル強度は強く，か
つ RNAi スクリーニングにおいて RLA 値が低いことから，この遺伝子は Myddosome
の近位でシグナル伝達に関わっている可能性が高いと考えられた．さらに，Cdk1 は
中程度の質量分析におけるシグナル強度を示し，Toll あるいは dMyd88 過剰発現に
よる RNAi スクリーニングにおいて RLA 値が低いことから，やはり Cdk1 も Myddosome








シグナル伝達における役割も大きくないものと考えられた．したがって, Sgg や Akt は, 
Toll 経路本体よりも, 異なる経路へのクロストークに関与している可能性がある.  






本章においては，第１章で述べた dMyd88 と Tube を共過剰発現させることにより Toll
経路を活性化した DL1 細胞を用いて実施したゲノムワイド RNAi スクリーニングのデ







Myddosome の近位で，シグナルが弱い場合には Mydddosome から比較的に遠位で
Toll 経路のシグナル伝達に関与しているものと仮定し，Fig. 12 に概念図を示した． 
今回の検討において polo，14-3-3e ，Cdk1，Cdk12，MAPk-Ak2，Sgg，Akt 等が
Myddosome と物理的に相関し，Toll 経路のシグナル伝達に関与している可能性が高
いことを示すことができた． 









イド RNAi スクリーニングを実施して，Toll 経路に関与することを明らかにした Pitslre，
Doa，CKIa は本研究における RNAi スクリーニングにおいても陽性となった. これらの
因子にも，CDK-related kinase (Pitslre), CDK-like kinase (Doa)として, CKD ファミリー
が含まれており, 細胞周期制御因子のホモログの関与が示唆される. しかしながら, 
Myddosome の共免疫沈降-ショットガン質量分析においては, それらのペプチド断片
は検出できなかった．このことより, これらの因子は Myddosome からより遠位で Toll
経路下流のシグナル伝達に深く関与しているものと考えることができる． 
今回の検討結果は，ゲノムワイド RNAi スクリーニングの結果が Toll 経路のシグナル
伝達における関与の程度を反映しているものと仮定し，共免疫沈降-質量分析におい
て得られたシグナルが強い場合には Myddosome の近位で，シグナルが弱い場合に
は Mydddosome から比較的に遠位で Toll 経路のシグナル伝達に関与しているものと
仮定した上での結果である． 
今回のような包括的なゲノムワイド RNAi スクリーニングによって，異なる作用点




RNAi スクリーニングのライブラリーを利用したオミクス解析であるため, 生理的な Toll
経路とは異なる現象を見ていることも否定できない．今後は本検討で見られた RNAi











Fig. 1 ショウジョウバエ Toll 受容体と哺乳類 Toll 様受容体のシグナル伝達経路の概念図 


























Fig. 2 ゲノムワイド RNAi スクリーニングの概念図 


























Fig. 3 既知の Toll 経路および IMD 経路の構成因子の RNAi スクリーニングの結果 
dMyd88 と Tube を共に過剰発現させた DL1 細胞を用いた RNAi スクリーニングにおける既知の
Toll 経路および IMD 経路の構成因子の相対ルシフェラーゼ活性（RLA）値を示す．破線は，RLA

















































































































Table 1 ゲノムワイド RNAi スクリーニングにより同定された 456 候補遺伝子のリスト 





-8:1476   3<A :*)
+6 	 
  !" :+9)
 	 	 41/ ",+
)480)#<* 		  41441 :-6:
)6) 		

 	 4163 "	
7: 	 
	 3 ".8
)9/ 	  58; "0
98 	 	 474) :18
98
 
  5 "19<8
99	 
  ). :3,
9; 
  )8	 :4
)9? 
		   33	 "40
#  

  5);: "4<
;?	 























		 09)+ -.	 ::?
+	 
	 0; -:	 "<A	
+), 
	 +1* "	 #).
),* 
		 3)480) .)8 #)6/7
). 







































 +<;4-; <9	 ;9<:
-6 

  @, ;9?
-8 
  60!)480) #9?9
	
 












 ,48 4/ $6+*8		$6+)

 
 7) 48 $69
	  ,9, 7*:; <:0
		  9: :+14416 =	3

 		 ,<8 8	 =-47

 		 ,? 8*8 %0)
	

 		 -):; 8)44 %0)  
 	
	 -..  +8 =19
	 	














 		 -9 869 &6;

	 		 .71 8747 @;9






















  76;974  :.

 
 4<;  :





 	 9? !)*
   !)*
  - !)*

  -9: !),
 
 -9:)56 !): 

  01/ !*.
  01> !*8




  088@ !++

  :+	 !-4

















  1)= 974:
  *.	 !80



















   !86

	
  76111 !8"*
  2=4 !8;
  3-3 !8;

  316 !8;
	  34 !98
 	 3:; !;64	
  3;7 :+<8
 39 
 
Fig. 4 ゲノムワイド RNAi スクリーニングにより同定された候補遺伝子の機能分類 
本スクリーニングにより同定された候補遺伝子 454 を機能的注釈に基づいて分類した．円グラフ
は，遺伝子の機能グループ名および各グループに属する候補遺伝子の数を示す．機能分類は，





Regulation of Transcription (45)
mRNA splicing, via spliceosome (38)
Protein kinase/kinase-like domain (21)
Ribosomal protein (10)
Metabolism (9)
Guanine nucleotide exchange factor (7)
Toll pathway (7)
Ligase (6)
Others (311) / Total 454 genes
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Annotation Protein kinase/kinase-like domain E3 ligase component Toll pathway 
Gene symbol CG4546 dx Myd88  
JIL-1 hyd tub  
Doa hiw lola  
Wee1 Aos1 Dif  
hppy eff Deaf1  
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Table 2 ゲノムワイド RNAi スクリーニングにより同定された候補遺伝子のリスト 
ゲノムワイド RNAi スクリーニングにより同定された候補遺伝子機能注釈解析の結果を示す．プロ





Fig. 5 Toll 経路および IMD 経路に関わる因子の RNAi による Toll 経路活性化に対する影響の
確認 
dMyd88 および Tube を共過剰発現する DL1 細胞（左から 3 番目の列）における包括的ゲノムワ
イド RNAi スクリーニングの結果から，Toll 経路および IMD 経路に関わる因子の RNAi による RAL
値への影響をヒートマップで示した．横方向は，スクリーニングで刺激した因子をシグナル伝達の
順序で示している．白線で囲んだカラムが今回の検討結果であり，他の列に示されているデータ
は共同研究者らにより得られた結果である(10)．赤色は中央値の 20％未満の RLA を示した遺伝
子を示し，黒色および青色は中央値の 60〜180％の範囲の RLA を示した遺伝子を示す．同一遺
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dMyd88       
tube       
pelle       
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Deaf1       
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Drosomycin       
u-shaped       
u-shaped       
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Dorsal       
Relish       
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Fig. 6 Myddosome 複合体の共免疫沈降-ショットガン質量分析の模式図 
V5 タグを付加した dMyd88 及び V5 タグを付加した Tube を共過剰発現した DL1 細胞の細胞溶解






Table 3 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクに関するパラメーターの  
一覧 
Fig. 6 に示す Myddosome 複合体の共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパク






















Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト 
Myddosome 複合体の共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリストを示
す．計 708 のタンパクが同定されている．記載されているパラメーターについては Table 3 に示し
た． 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 



































































































































































































































































































































































































































































































Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き）  













































































































































































































































































































































































































Fig. 7 共免疫沈降-ショットガン質量分析にて同定されたタンパクの機能分類 
共免疫沈降-ショットガン質量分析にて同定された計 708 のタンパクを The Database for 
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) bioinformatics resources 6.8 と，その
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Table 6 免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたリン酸化ペプチド 
ショットガン質量解析にて同定されたリン酸化ペプチドのリストを示す．計 68 のリン酸化ペプチド
が同定されている．Modifications のカラムに Phospho(X)@Y と表示されているが，X はリン酸化さ













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Fig. 8 Tube および Pelle タンパクの構造模式図 
質量分析により，Tube の S226 および T229 残基がリン酸化されているペプチド断片が同定され

















Table 7 コンセンサス配列に基づく Tube の S226/T229 部位のリン酸化を担う特異的タンパクキ
ナーゼの予測 
Group-based prediction system (GPS) 3.0 を用いて，論文報告のあるリン酸化配列に対する類似
性をもとに Tube の S226/T229 部位のリン酸化を担う特異的タンパクキナーゼの予測を行った． 
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Table 8 免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたユビキチン化および SUMO 化された 
ペプチド 
ショットガン質量解析にて同定されたユビキチン化および SUMO 化されたペプチドのリストを示

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Fig. 9 Polo タンパクの構造模式図 
質量分析により，polo の K455 残基が SUMO 化されているペプチド断片が同定された．この
SUMO 化を受ける 455 番目のリジンは，リン酸化ペプチド結合ドメインである polo box ドメイン
















Fig. 10 ゲノムワイド RNAi スクリーニングの結果と免疫沈降-ショットガン質量分析の結果を併
せて解析した 
プロテインキナーゼ，E3 リガーゼ，フォスファターゼに属する因子について，dMyd88 と Tube を共
過剰発現した DL1 細胞を用いたゲノムワイド RNAi スクリーニングのデータと，免疫沈降-ショット
ガン質量分析のデータを併せて解析した結果を示す． X 軸は免疫沈降物中に見出されるタンパ

















































Fig. 11 種々の条件で実施されたゲノムワイド RNAi スクリーニングの結果と免疫沈降-ショットガ
ン質量分析の結果を併せて解析した 
FIG. 10 で示した dMyd88 と Tube の共発現によるゲノムワイド RNAi スクリーニングと免疫沈降-
質量分析に共通して同定されたプロテインキナーゼ関連因子について，既出のゲノムワイド RNAi
スクリーニングの結果とも比較した．X 軸は免疫沈降物中に見出されるタンパクの質量分析にお
けるシグナル強度を示し，Y 軸はゲノムワイド RNAi スクリーニングで得られた RLA 値を示す．同
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A: Toll 受容体活性化によるスクリーニング（ショウジョウバエ幼虫抽出液(Spz5)を用いた），B: 







Fig. 12 本研究により同定されたプロテインキナーゼ関連因子を含めた Toll 経路のシグナル伝
達の推定模式図 
Cdk1, 14-3-3e, polo は Myddosome 近傍で Toll 経路に関与しており，Cdk12, MAPk-Ak2 は





















ジョウバエの後期胚由来の血球系細胞である DL1 細胞を用いて検討を行った． 
はじめに，DL１細胞において哺乳類 IRAK ホモログである Tube の過剰発現により Toll
経路を活性化し, 下流のシグナル伝達メカニズムを解析することを考えた. Tube 単独
の過剰発現では Toll 経路の活性化が十分に起こらなかったことから，dMyd88 と Tube
を共に過剰発現させることにより Toll 経路を活性化し，網羅的なゲノムワイド RNAi ス
クリーニングを実施した．その結果，計 454 の候補遺伝子が同定された．これらを機
能分類したところ，プロテインキナーゼあるいはキナーゼ様ドメインを含むタンパクの
遺伝子が 21，Toll 経路に関わる既知の遺伝子が 7 つ，ユビキチンリガーゼ関連の遺
伝子が 6 つ同定された．この結果より，Toll 経路におけるこれらの機能因子の重要性
が改めて確認されたと考えられる．とくに，本スクリーニングにおいては Pelle の RNAi
による Toll 経路活性化の減弱効果が弱いという特徴があり，このことは Pelle 以外の
プロテインキナーゼが Toll 経路のシグナル伝達に主に関与している可能性を示唆し
ている．  
次に, dMyd88 と Tube の双方に V5 タグを付加したタンパクを DL1 細胞で共過剰発現
させ，その細胞溶解液から抗 V5 抗体にて Myddosome とともに共免疫沈降されるタン
パクのプロテオーム解析を行った結果，計 708 のタンパクが同定された．これらのタン
 70 
パクの中で 19 のプロテインキナーゼ関連タンパク，15 のユビキチン化関連タンパクリ
ガーゼ，10 のフォスファターゼが同定されたことはこれらの機能タンパクが Toll 経路
のシグナル伝達において重要な役割を果たしているものと考えられた．さらに本解析
により，Myddosome と共免疫沈降するタンパク中に 68 のリン酸化ペプチドが確認さ




polo キナーゼが Tube のリン酸化をもたらしており，このリン酸化が Toll 経路のシグナ
ル伝達において重要な役割を担っているものと考えられた．また，ユビキチン化ある
いは SUMO 化を受けたペプチドの解析により 104 のユビキチン化/SUMO 化ペプチド
が同定されたが，その中に polo キナーゼの 455 番目のリジンが SUMO 化されたペプ
チドが同定された．この 455 番目のリジンはリン酸化ペプチド結合ドメインである
PBD1 内に存在することより，本 SUMO 化が N 末端側にあるセリン/トレオニン プロ
テインキナーゼ活性に深く関わっていることが推測された．これらの結果から，Toll 経
路の活性化により polo キナーゼが SUMO 化を受け活性化，この polo キナーゼが
Tube をリン酸化することにより下流にシグナルを伝達している可能性が考えられた． 
次に dMyd88 と Tube を共過剰発現させることにより Toll 経路を活性化した DL1 細胞





Sgg，Akt 等が Myddosome と物理的に相関し，Toll 経路のシグナル伝達に関与してい
る可能性が高いことを示すことができた．  
共同研究者らにより，Sherpa が dMyd88 をユビキチン化することにより Tube を細胞
膜上にリクルート，これにより polo キナーゼによりリン酸化を受ける可能性が示唆さ
れている．一方，Sherpa は dMyd88 をユビキチン化するとともに未知のターゲットの
SUMO 化に関与することが分かっていたが，今回 polo キナーゼが SUMO 化されてい
ることが確認されたことから，これが Sherpa により成されている可能性があるとも考
えられる．すなわち，Sherpa は dMyd88 をユビキチン化することにより Tube をリクル
ートし，Myddosome 複合体の形成を促進するとともに polo キナーゼを直接的あるい
は間接的に SUMO 化することにより，polo キナーゼを活性化，活性化された polo キ
ナーゼが Tube をリン酸化することにより Toll シグナルを強力に活性化し，下流にそ
のシグナルを伝達するという仮説を提唱したい．加えて，hyd，eff，lig 等のタンパクリ
ガーゼ関連因子が Toll 経路に関与していることが示唆されたことより，Sherpa 以外に
もユビキチン化，SUMO 化が関与すること，それが Toll 経路のシグナル伝達に重要な
役割を果たしていることも示唆されていると考えられる． 
以上，包括的ゲノムワイド RNAi スクリーニング解析の結果と，Myddosome 複合体の
共免役沈降-質量分析の結果を併せてバイオインフォマティクス解析を行い，Toll 経












ショウジョウバエ DL1 細胞は，Drosophila RNAi Screening Center (Harvard medical 
school, US)より供与され，細胞培養は（10）に記載のとおりに行った．すなわち 10% 
(v/v) 加熱非働化胎児ウシ血清と 1x Antibiotic-Antimycotic (Life technologies)を含
んだ Schneider’s Drosophila medium (Invitrogen)中，25℃で維持した． 
 
＜発現ベクターおよびレポーター遺伝子の構築＞ 
全長 dMyd88，Pelle，Dif の過剰発現ベクターの構築には，cDNA 断片を pMT-
v5his expression vector (Invitrogen)に Kpn I 部位と Xho I 部位でクローニングした．
pGL3-Drosomycin-Firefly luciferase reporter vector の構築には，Drosomycin プロ
モーター領域(NCBI Reference Sequence: NT_037436.4; 3367189-3369621)を pGL3 
vector (Promega)にクローニングした．pAc5.1-Renilla luciferase transfection control 
vector の構築には，pGL4.70 (Promega)上の hRluc 遺伝子および SV40 poly 
adenylation signal sequence のカセットを pAc5.1(Invitrogen)に Xho I 部位と BamH 
I 部位でクローニングした．DG2 過剰発現ベクターの構築には，全長 DG2P2 の 
cDNA 断片を Not I 部位と EcoR V 部位で pMT-v5his expression vector にクロ
ーニングした．pCDNA3-FLAG-MyD88，pELAM(Firefly luciferase reporter vector)，
pRL-TK(Renilla luciferase transfection control vector)は東北大学生命科学研究科 
牟田達史教授より頂いた．pCMV4-PRKG2 は Origene 社より購入した．pUNO1-
 74 
hIRAK-HA は Invivogen 社より購入した．遺伝子変異は QuikChange Site-Directed 
Mutagenesis Kit (Agilent)のプロトコールに従って導入した． 
 
＜384-well plate を用いたゲノムワイド RNAi スクリーニング＞ 
Drosophila RNAi Screening Center (Harvard Medical School, Cambridge, MA, US)か
ら供与された DRSC Genome-wide RNAi Library (DRSC 2.0)を用いて，約 13,900 遺
伝子を網羅する条件でスクリーニングを行った．384-well プレート上で，80 ng 
dsRNA，10 ng pGL3-Drosomycin-Firefly luciferase reporter vector，10 ng pAc5.1-
Renilla luciferase transfection control vector を，9.3 µL buffer EC で希釈し，0.4 µL 
Enhancer， 0.5 µL Effectene と 20 分間反応させた．スクリーニング毎に，10 ng 
pMT-dMyd88， 20 ng pMT-DG2P2，20 ng pMT-Gyc76C，0.4 ng pMT-Pelle，1.0 ng 
pMT-Dif，10 ng dsRNA of Cactus を追加して反応させた．DL1 細胞 (1 ×106 
cells/mL, 35 µL)を加えてトランスフェクションを行った．24 時間後，終濃度 1 mM 
CuSO4 で過剰発現を誘導した．48 時間後，細胞内のルシフェラーゼ活性を，Dual-
glo Luciferase Assay System (Promega)を用いて，SpectraMax L-TY A luminometer 
(Molecular Devices)で検出した．算出した相対ルシフェラーゼ活性を，各プレートにつ
いて median + k median-absolute deviation 法（20）を用いて解析した. 
 
＜ゲノムワイド RNAi スクリーニング＞ 
細胞培養，RNAi の調製およびレポーターアッセイのための具体的な方法は，以前に
記載された方法により実施した（10，11）．約 13,900 の遺伝子をカバーする dsRNA が
384 ウェルフォーマットで構成された 66 枚のマイクロプレートからなる DRSC のゲノム
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ワイド RNAi ライブラリー（DRSC 2.0）を使用した． DL1 細胞に Effectene トランスフェ
クション試薬（Qiagen 社）を用いてベクターと dsRNA をトランスフェクトした．各ウェル
あたり 9.3 µL の EC バッファーに 10 ng の pGL3-Drosomycin-Firefly luciferase レポ
ーターベクター，10 ng の pAc5.1-Renilla luciferase トランスフェクションコントロールベ
クター，10 ng の pMT-dMyd88，10 ng の pMT-Tube，0.4 µL のエンハンサー，0.5 µL
の Effectene を加えたものを添加する．この約 10 µL の溶液をスクリーニングプレート
の各ウェル毎に dsRNA 80 ng と直ちに混合した．10 分間インキュベートした後，各ウ
ェルに 35 µL の DL1 細胞（1.0 x 106 cells/mL）を加えて脂質 DNA 複合体によるトラン
スフェクションを行った．28℃で 24 時間培養を行った後，CuSO4 を最終濃度が 0.5 
mM となるように加えて，48 時間，発現誘導を行った．Firefly と Renilla の luciferase




Drosomycin-Firefly luciferase reporter を導入した DL1 細胞（Drs-luc-DL1 細胞）を
96-well プレートにて 12 時間培養した（6.0×105 cells/well)．その後各種 Toll 関連分
子の dsRNA 200 ng ずつを Effectene トランスフェクション試薬（Qiagen）と共に添加
し，25℃で 36 時間さらに培養した．その後ショウジョウバエ幼虫の抽出液を加え





dsRNA 作製用にクローニングする遺伝子のターゲット amplicon と PCR プライマー 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
aur 
Amplicon ID: DRSC27171 
Amplicon Length: 461 
160705-1 (aur-Fw) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC TAGTTGTCGAGTGCCTGTGC 
160705-2 (aur-Bw) 
AACC GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC CCAGTTCCTTGGAGGATTCA 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
CDK1 
Amplicon ID: DRSC03504 
Amplicon Length: 577 
160705-3 (CDK1-Fw) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC AGTCGGGTAGCGAAGTAAC 
160705-4 (CDK1-Bw) 
AACC GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC GTCTGTTTGGAGGATGTTTTG 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
CDK12 
Amplicon ID: DRSC29623 
Amplicon Length: 352 
160705-5 (CDK12-Fw) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC ATCAATGCCTTACTGGACCG 
160705-6 (CDK12-Bw) 
AACC GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC TGGAGCTGTAGTGAGAGGGC 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
mnb 
Amplicon ID: DRSC28430  
Amplicon Length: 408 
160705-7 (mnb-Fw2) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC GCTTGAGCTTAACTGCGGAT 
160611-4 (mnb-Bw) 
AGCT GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC ATAACGACGGCTACGACGAC 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Doa 
Amplicon ID: DRSC16650 
Amplicon Length: 135 
160611-1 (Doa-Bw2) 
AGCT GAATTC TAATACGACTCACTATA GGGAGACCAC TCGACGAAGAGTATGTTCTC 
160705-8 (Doa-Fw2) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC AGAGAACAACTATGAGCCATAC 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Polo 
Amplicon ID: DRSC22359 
Amplicon Length: 514 
160824-1 (polo-Fw) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC CGGAGATCCTCACCAAGAA 
160824-2 (polo-Bw) 
AACC GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC GTGAGCTGCTGGTACAGG 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
MAP-Ak2 
Amplicon ID: DRSC29642 
Amplicon Length: 355 
160824-3 (MAP-Ak2-Fw) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC TGGCTAGCTAGGCTTGCACT 
160824-4 (MAP-Ak2-Bw) 





Amplicon ID: DRSC23346 
Amplicon Length: 518 
160824-5 (Pitslre-Fw) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC AGTACCCACAAGCAAAACCG 
160824-6 (Pitslre-Bw) 
AACC GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC GCATAGCTGTCTTCGCTTCC 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
hyd 
Amplicon ID: DRSC28294 
Amplicon Length: 315 
160824-7 (hyd-Fw2) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC GCGACCGAATAAGTCCAGAG 
160611-6 (hyd-Bw) 
AGCT GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC GCCACACGACCAGAGGTTAT 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
effete 
Amplicon ID: DRSC16940 
Amplicon Length: 155 
160824-8 (effete-Fw) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC TTAATGCTGGCGACCACT 
160824-9 (effete-Bw) 
AACC GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC AGGAGGTGTATTCTTCTTAACTA 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Ubc10 
Amplicon ID: DRSC07568 
Amplicon Length: 446 
Target Gene(s): Ubc10 
160824-10 (Ubc10-Fw2) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC GTCGGCCGGACGTTTTT 
160611-8 (Ubc-10-Bw) 
AGCT GAATTC TAATACGACTCACTATA GGGAGACCAC GCCTGCGAAAAGAATTGAG 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
 
＜免疫沈降 - 質量分析＞ 
抗体結合磁気ビーズの調製：Dynabeads ヒツジ抗-ウサギ IgG M280（約 1.8 mL の溶
液）を 500 µL の PBS（pH7.4）で 3 回洗浄した．磁気ビーズを 200 µL の PBS で 3 回
洗浄した後，60 µL の抗 V5 ウサギポリクローナル抗体（MBL）を加えて室温で 1 時間
静置した．磁気ビーズに結合しなかった抗体を 500 µL の PBS にて洗浄し，除去し
た．1.25 mM のジチオトレイトール（15 % DMSO/PBS 溶液（pH 7.4））を加え，室温で
30 分間反応させ，磁気ビーズに抗体をクロスリンクさせた．磁気ビーズを 2 回 500 
µL の PBS で洗浄し，クロスリンク反応を停止させた．こうして調製した磁気ビーズを
500 µL の TBS に懸濁し，4℃にて保存した． 
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タンパク発現，免疫沈降，マススペクトロメトリー：DL1 細胞を 50 mL の SDM 培地で，
T-25 フラスコにて 1〜2 日間，80 %程度の細胞密集度になるまで前培養した．
Effectene トラスフェクション試薬（14 mL の EC バッファー中に 1 mL の Effectene と
0.8 mL のエンハンサーを加える）を用いて，細胞に発現ベクター（60 µg の pMT-
Tube-V5 と 60 µg の pMT-dMyd88-V5）をトランスフェクションし，一晩培養した．その
後，最終濃度 0.5 mM となるように CuSO4 を加えて 48 時間培養することにより，タン
パクの発現を誘導した．細胞をハーベストし，PBS にて 1 度洗浄したのちにペレットと
した（500 x g，室温，10 分間）．4 つのフラスコから採取した細胞を合わせて，10 mL
の溶解バッファー（TBS (pH 7.5)，1 % NP-40，Complete protease inhibitor cocktail 
(Roche)）を加えて，4℃で 30 分間回転させた．こうして得た細胞溶解液を 3000 x g，
10 分間遠心し，上清を回収した．ここに溶解バッファーで平衡化した 200 µL の
Dynabeads ヒツジ抗-ウサギ IgG M280 を加えて 4℃で 30 分間静置させることにより
非特異的に結合してくるタンパクを除去した．こうして処理した細胞溶解液を抗 V5 ウ
サギポリクローナル抗体をクロスリンクさせた Dynabeads ヒツジ抗-ウサギ IgG M280
と 4℃で一晩反応させた．Dynabeads を磁気により回収し，氷上で 8 mL の（TBS (pH 
7.5)，0.1 % NP-40）で 5 回洗浄した．こうして免疫沈降したタンパクを 150 µL の溶出
バッファー（50 mM Tris-HCl (pH 8.8)，0.5 % SDS）で室温で 10 分間ずつ 2 回溶出させ
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